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板栗花粉蛋白提取工艺对结构、
活性的影响及优化
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（1.河北省天然产物活性成分与功能重点实验室，河北秦皇岛 066004；
2.板栗产业技术教育部工程研究中心，河北秦皇岛 066004）

摘　要：板栗花粉富含高价值蛋白质，却因缺乏高效提取技术而被大量废弃，限制了其在功能性食品和医药领域的

应用潜力。本研究首次系统比较超声辅助碱提酸沉法（Ultrasound-assisted alkali dissolution and acid precipitation，
UADAP）、微波辅助碱提酸沉法（Microwave-assisted alkali dissolution and acid precipitation，MADAP）及硫酸铵

沉淀法（Ammonium sulfate precipitation，ASP）三种工艺对板栗花粉蛋白结构特性及生物活性的影响，并以蛋白

质得率为考察指标，通过单因素实验结合响应面分析法优化提取工艺。结果表明，三种方法所得蛋白均为典型蛋

白质，分子量主要分布于 20~100 kDa，呈现特征性紫外和红外吸收峰。热重分析显示，三种蛋白在约 280 ℃ 发生

热降解，其中 MADAP提取的蛋白展现最佳热稳定性。抗氧化活性测试表明，MADAP蛋白在 DPPH自由基清

除、羟基自由基清除及 ABTS+自由基清除率方面具有最高活性，活性顺序为MADAP>UADAP>ASP。在降血糖活

性方面，三种板栗花粉蛋白对 α-葡萄糖苷酶、α-淀粉酶均具备良好抑制活性，其中 MADAP 对 α-葡萄糖苷酶抑制

效果最优，UADAP对 α-淀粉酶抑制活性最强，ASP 对两种消化酶的抑制能力均最弱。通过响应面法优化，

MADAP最佳工艺条件为料液比 1:25  g/mL、提取时间 60  min、温度 60 ℃，蛋白质得率达 26.41%。综上，

MADAP工艺在保留蛋白结构稳定性的同时，显著提升其抗氧化和降血糖活性，为板栗花粉蛋白的高效开发提供

了优选技术路线。
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Abstract：Chestnut pollen, rich in high-value protein, was extensively discarded due to the lack of efficient extraction tech-
nologies, limiting its potential applications in functional foods and pharmaceuticals. This study presented the first system-
atic  comparative  analysis  of  three  extraction  methods —Ultrasound-assisted  alkali  dissolution  and  acid  precipitation
(UADAP),  microwave-assisted  alkali  dissolution  and  acid  precipitation  (MADAP),  and  ammonium  sulfate  precipitation
(ASP)—on the structural attributes and biological activities of chestnut pollen protein. With protein yield as the optimiza-
tion  criterion,  the  extraction  process  was  systematically  optimized  through  single-factor  experiments  integrated  with  
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response  surface  methodology.  Results  showed that  all  three  methods  yielded  typical  proteins  with  molecular  weights  of
20~100  kDa,  exhibiting  characteristic  ultraviolet  and  infrared  absorption  peaks.  Thermogravimetric  analysis  revealed
thermal degradation at approximately 280 ℃,  with MADAP-extracted protein demonstrating the highest thermal stability.
Antioxidant  activity  assays  indicated  that  MADAP  protein  exhibited  superior  activity  in  DPPH  radical  scavenging,
hydroxyl  radical  scavenging,  and  ABTS+  radical  scavenging  rate,  with  an  activity  order  of  MADAP>UADAP>ASP.  For
hypoglycemic activity, the three chestnut pollen proteins all exhibited favorable inhibitory activities against α-glucosidase
and  α-amylase.  Among  them,  MADAP  showed  the  optimal  inhibitory  effect  on  α-glucosidase,  UADAP  possessed  the
strongest inhibitory activity against α-amylase, while ASP displayed the weakest inhibitory capacity toward both digestive
enzymes.  Response surface  methodology optimized MADAP conditions  (solid-to-liquid  ratio  1:25 g/mL,  extraction time
60 min, temperature 60 ℃), achieving a protein yield of 26.41%. In conclusion, the MADAP method effectively preserved
protein structural stability while significantly enhancing its antioxidant and hypoglycemic activities,  providing an optimal
technical approach for the efficient development of chestnut pollen protein.

Key words：chestnut pollen；protein；antioxidant activity；hypoglycemic activity；process optimization

我国是全球板栗种植大国，年产量居世界首位，

但其附属产物板栗雄花常被修剪丢弃，造成农业资源

的大量浪费[1]。在当前农业绿色发展和资源高效利

用的背景下，开发板栗雄花的综合利用技术具有重要

现实意义。据 Horčinová等[2] 研究，板栗花粉富含蛋

白质（169.0±1.60 g/kg）、黄酮等生物活性物质，具备

作为功能性蛋白来源的巨大潜力。然而，目前针对板

栗花粉蛋白的系统性研究极为匮乏，尤其是提取工艺

的优化与比较，亟需深入探索。

提取工艺是决定蛋白质得率、结构与功能特性

的关键因素。已有研究证实，不同提取技术可以显著

影响蛋白质的理化性质与生物活性。王雁娇[3] 研究

发现，与传统碱溶酸沉法相比，超声辅助提取能显著

提升油菜蜂花粉的蛋白质提取率，并改善其乳化稳定

性和起泡性。另一项研究表明，采用亚临界水提取法

提取玉米花粉蛋白质，其 DPPH自由基清除能力是

传统溶剂提取法的 1.5倍[4]。徐鑫[5] 通过复合盐法-
碱提法提取天花粉蛋白，硫酸铵处理后的蛋白质析出

率高达 82.63%，DPPH自由基清除率和 OH自由

基清除能力显著提升。Altuner等[6] 采用超高压处理

与碱提酸沉结合提取花粉蛋白，结果显示，总蛋白含

量较碱提酸沉法提高 13倍。此外，酶法辅助（如果胶

酶、纤维素酶）或多种技术协同（如超声与酶协同）已

被证实能有效水解细胞壁蛋白，促进内容物释放，从

而使蜂花粉蛋白的产率和纯度提升 70%和 20%，同

时溶解度、持水性、持油性及乳化活性指数均有所提

高[7]。这些研究表明，不同提取方法能够有效提升花

粉蛋白的得率与功能特性，但不同原料的细胞壁结构

和化学成分差异可能对提取效果产生显著影响。因

此，尽管已有研究证明了超声、微波、酶法等技术在

不同花粉中的应用效果，但针对板栗花粉这一特定原

料，现有提取技术的适用性及其对蛋白理化特性和生

物活性的影响尚未得到充分验证。对此，进行板栗花

粉蛋白提取工艺的系统性比较具有重要的理论意义

与实践价值。

因此，本研究以燕山产板栗花粉为原料，首次系

统性地比较超声辅助碱提酸沉法、微波辅助碱提酸

沉法及硫酸铵沉淀法三种工艺，深入探讨其对板栗花

粉蛋白提取得率、理化性质、结构特征及体外抗氧化

和降血糖活性的差异化影响。本研究旨在揭示适用

于板栗花粉蛋白的高效提取方法，为其作为新型功能

性蛋白的开发利用提供坚实的理论依据与实验数据

支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

板栗花　采自河北省秦皇岛市抚宁区大新寨镇

柳树沟村板栗示范园；水杨酸、Tris-三羟甲基氨基

甲烷、α-淀粉酶（40000 U/g）、α-葡萄糖苷酶（100 U/
3.6 mg）、1,1-二苯基-2-苦基肼（DPPH）、ABTS+自由

基清除能力检测试剂盒（微板法）　上海源叶生物科

技有限公司 ；十二烷基硫酸钠、 2×蛋白上样

缓冲液（含 DTT）、彩虹 245广谱蛋白 Marker（11~
245 kD）、SDS-PAGE凝胶制备试剂盒　北京索莱宝

科技有限公司；所有试剂均为国产分析纯。

LC-JY96-IIN超声波细胞破碎仪　湖南力辰仪

器科技有限公司；Alpha2-4LDplus冷冻干燥机　德

国 Marin Christ公司；TENSOR27傅里叶变换红外

光谱仪　德国 Bruker公司；Bio-radChemiDoc  MP
化学发光凝胶成像系统　Bio-Rad公司；UV-1700紫

外分光光度计　上海元析仪器有限公司；STA409PC
差热热重同步分析仪　美国珀金埃尔默公司；

SPECTRA  MAX  190型酶标仪　美国 Molecular
Devices；SU-8010扫描电子显微镜　日本日立公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   板栗花粉预处理　板栗花经干燥之后，采用

120目筛分离出花粉，随后利用球磨机进行粉碎。石

油醚脱脂后，于通风橱中室温风干。

 1.2.2   不同方法提取板栗花粉蛋白　超声辅助碱

提酸沉法（UADAP）组：参考 Song等[8] 方法，称取板

栗花粉粉末，按料液比 1:25 g/mL将样品与去离子

水混合均匀，调节混合液 pH至 10。以 150 W功率

进行超声处理 1 h，继而置于 60 ℃ 水浴中提取 2 h，
得提取液。提取液经离心处理（8000 r/min，10 min，
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4 ℃），收集上清液；调节上清液 pH至蛋白质等电

点（pH4.0），静置沉淀 4 h后，再次离心（8000 r/min，
10 min，4 ℃），弃去上清液。沉淀经去离子水多次洗

涤至中性后，进行透析处理 48 h；透析后的样品经冷

冻干燥后，于−80 ℃ 条件下保存备用。

微波辅助碱提酸沉法 （MADAP）组 ：参照

Phongthai等[9] 的方法，精确称取板栗花粉粉末，按料

液比 1:25 g/mL混合，调节体系 pH至 10；以 900 W
功率进行微波处理 1 h后，后续按 UADAP组的方法

完成蛋白质的提取及处理步骤。

硫酸铵沉淀法（ASP）组：参照徐鹏伟等[10] 方法，

称取适量板栗花粉粉末，按 1:25 g/mL的料液比与

溶剂混合，用碱液调节体系 pH至 10.0，于 60 ℃ 水浴

中连续提取 2 h。反应结束后，将混合液离心 10 min，
收集上清液。在搅拌条件下缓慢加入硫酸铵粉末，使

其饱和度达到 70%，继续轻柔搅拌 30 min确保完全

溶解，随后于 4 ℃ 静置 2 h以促进蛋白沉淀。离心

收集沉淀，将所得沉淀重新溶解于适量去离子水中，

透析 48 h，每隔 6 h更换透析液。最后将透析液预冷

后冷冻干燥，得到纯化样品，密封并存于-80 ℃ 超低

温冰箱中备用。

 1.2.3   板栗花粉蛋白结构测定

 1.2.3.1   聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳分析　参

照 Ajayi等[11] 的方法，并稍作修改，进行 SDS-PAGE
分析。分别配制 12%的分离胶和 5%的浓缩胶。每

孔上样量为 15 µL，蛋白 Marker上样量为 3 µL。采

用垂直电泳系统，初始电压设置为 80 V，待溴酚蓝指

示剂进入分离胶后，将电压调整为 120 V，持续电泳

至溴酚蓝前沿到达凝胶底部。电泳结束后，将凝胶置

于考马斯亮蓝染色液中染色 1 h，随后使用脱色液在

水平摇床上进行脱色，直至蛋白条带清晰可见。最后

使用凝胶成像系统采集图像。

 1.2.3.2   红外光谱分析　将冷冻干燥后的板栗花粉

蛋白样品与干燥的 KBr粉末按照 1:100研磨均匀混

合，压片，以 KBr作为空白对照，在 500~4000 cm−1

下进行红外光谱分析。

 1.2.3.3   热稳定性测定　精确称取 6 mg板栗花粉蛋

白样品，置于铝制坩埚中并轻轻压实后密封。以空铝

坩埚作为空白参照，在氮气（流速为 40 mL/min）下，

以恒定升温速率从 20 ℃ 程序升温至 800 ℃，采集

样品的热重（TG）图谱与微商分热重（DTG）分析曲

线[12]。

 1.2.3.4   紫外光谱测定　将板栗花粉蛋白样品溶解

于去离子水中，配制成浓度为 10 mg/mL的溶液。

经 6000 r/min离心 10 min后，收集上清液作为待测

样品。采用 UV-1700型紫外可见分光光度计，在室

温条件下于 200~800 nm波长范围内进行扫描，扫描

分辨率设置为 0.2 nm，记录不同波长下样品的吸光

度值[13]。

 1.2.3.5   扫描电镜　将少量的板栗花粉蛋白样品均匀

平铺在已经粘好导电双面胶的金属样品台上，进行真

空镀金后，放入扫描电镜样品室，在真空下将加速电

压调至 8.0 kV，调节倍数、观察样品的微观结构[14]。

 1.2.4   板栗花粉蛋白活性测定

 1.2.4.1   DPPH 自由基清除能力　DPPH自由基清除

能力的测定参考 Ibrahim等[15] 的方法略作修改。向

1 mL的板栗花粉蛋白溶液（0.5~4.0 mg/mL）中加入

0.25 mg/mL的 DPPH-无水乙醇溶液 4 mL涡旋混匀

后，暗反应 30 min，于 517 nm处测定吸光度值，以无

水乙醇作为空白对照，抗坏血酸作为阳性对照，每个

处理重复三次试验，依据测定结果计算半数抑制浓度

（IC50）值。DPPH自由基清除率计算如下式所示：

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 为样品溶液的吸光度；A2 为无水乙醇

替代 DPPH-无水乙醇溶液的吸光度；A0 为去离子水

替代蛋白液的吸光度。

 1.2.4.2   羟基自由基（·OH）清除能力的测定　羟

基自由基清除能力的测定参考 Moore等 [16] 的方

法略作修改。向 400 µL的板栗花粉蛋白溶液（2~
16 mg/mL）中快速加入 400 µL 9 mmol/L的 FeSO4

溶液和 400 µL 9 mmol/L水杨酸-乙醇溶液，最后再

加入 400 µL 8.8 mmol/L H2O2 溶液，将混合体系涡

旋振荡混匀后，置于 37 ℃ 水浴环境中反应 30 min，
反应结束后在 510 nm波长下测定其吸光度值。以

去离子水替代样品溶液作为空白对照，以抗坏血酸作

为阳性对照，依据测定结果计算半数抑制浓度（IC50）

值。羟基自由基清除率计算如下式所示：

羟基自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 为样品溶液的吸光度；A2 为去离子水

替代 H2O2 溶液的吸光度；A0 为去离子水替代蛋白

溶液的吸光度。

 1.2.4.3   ABTS+自由基清除能力检测　ABTS+自由

基清除率检测参考 Yang等 [17] 的方法，并略作修

改。将 ABTS溶液和过硫酸钾等体积混合均匀，室

温避光保存 12 h后，用无水乙醇稀释 30倍，制得

ABTS工作液。取 6 µL的板栗花粉蛋白溶液（0.5~
4.0 mg/mL），迅速加入 240 µL ABTS工作液，涡旋

混匀后，于 405 nm处测定吸光度值。以去离子水作

为空白对照，抗坏血酸作为阳性对照，每个处理重复

三次。依据测定结果计算半数抑制浓度（IC50）值。

ABTS+自由基清除率的计算如下式所示：

ABTS+自由基清除率(%) =
(

A1 −A2

A1

)
×100

式中：A1 为去离子水替代蛋白的吸光度；A2 样

品溶液的吸光度。

 1.2.4.4   抑制 α-葡萄糖苷酶实验　抑制 α-葡萄糖苷

酶实验参考 Wu等 [18] 的方法略作修改，取浓度梯
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度为 0.5~3.0  mg/mL的板栗花粉蛋白溶液 20 µL，

加入 120  µL浓度为 1  U/mL的 α-葡萄糖苷酶溶

液与 120 µL浓度为 9 mmol/L的磷酸盐缓冲溶液

（0.1 mol/L，pH6.8），将混合体系涡旋振荡混匀后，置

于 37 ℃ 水浴环境中反应 30 min。反应结束后，向

体系中加入 20 µL 4-硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷

（PNPG）底物溶液，继续于 37 ℃ 条件下反应 30 min；

随后加入 50 µL浓度为 0.1 mol/L的 Na2CO3 溶液，

在 510 nm波长下测定体系吸光度值。以磷酸盐缓

冲溶液作为空白对照，阿卡波糖为阳性对照，依据测

定结果计算半数抑制浓度（IC50）值。α-葡萄糖苷酶

抑制率计算如下式所示：

α-葡萄糖苷酶抑制率(%)=
(A3 −A4)− (A1 −A2)

(A3 −A4)
×100

式中：A1 为样品溶液的吸光度；A2 为磷酸盐缓

冲溶液代替 α-葡萄糖苷酶溶液的吸光度；A3 为磷酸

盐缓冲溶液代替蛋白样品溶液的吸光度；A4 为磷酸

盐缓冲溶液代替蛋白样品溶液和 α-葡萄糖苷酶溶液

的吸光度。

 1.2.4.5   抑制 α-淀粉酶实验　抑制 α-淀粉酶实验参

考 Poovitha等[19] 的方法略作修改，向 50 µL板栗花

粉蛋白溶液（0.5~3.0 mg/mL），加入 150 µL浓度为

1 U/mL的 α-淀粉酶溶液，将混合体系涡旋振荡混

匀后，置于 25 ℃ 水浴环境中反应 10 min。反应结

束后，向体系中加入 200 μL浓度为 1%（w/v）的可溶

性淀粉溶液，继续于 25 ℃ 水浴条件下反应 10 min；

随后加入 80 μL 3,5-二硝基水杨酸（DNS）试剂，置于

沸水浴中反应 5 min，待体系自然冷却至室温，在

520 nm波长下测定吸光度值。以磷酸盐缓冲溶液替

代样品溶液作为空白对照，以阿卡波糖作为阳性对

照，依据测定结果计算半数抑制浓度（IC50）值。α-淀
粉酶抑制率计算如下式所示：

α-淀粉酶抑制率(%) =
(A3 −A4)− (A1 −A2)

(A3 −A4)
×100

式中：A1 为样品溶液的吸光度；A2 为磷酸盐

缓冲溶液代替 α-淀粉酶溶液的吸光度；A3 为磷酸

盐缓冲溶液代替蛋白样品溶液的吸光度；A4 为磷酸

盐缓冲溶液代替蛋白样品溶液和 α-淀粉酶溶液的吸

光度。

 1.2.5   板栗花粉蛋白质提取工艺的单因素实验

 1.2.5.1   料液比对板栗花粉蛋白质得率的影响　将

微波提取时间固定为 60 min，提取温度固定为 50 ℃，

探究不同料液比（1:15、1:20、1:25、1:30、1:35 g/mL）

对蛋白质得率的影响。

根据下列公式计算板栗花粉蛋白质得率。

蛋白质得率(%) =
m1

m2

×100

式中：m2 为板栗花粉样品重量（g）；m1 为板栗花

粉蛋白提取液冻干后重量（g）。

 1.2.5.2   微波提取时间对板栗花粉蛋白质得率的影

响　将料液比固定为 1:25 g/mL，提取温度固定为

50 ℃，探究不同微波提取时间（15、30、45、60、
75 min）对蛋白质得率的影响。

 1.2.5.3   提取温度对板栗花粉蛋白质得率的影响　

将料液比固定为 1:25 g/mL，微波提取时间固定为

60 min，探究提取温度（30、40、50、60、70 ℃）对蛋

白质得率的影响。

 1.2.6   响应面试验设计　在单因素实验的基础上，对

板栗花粉蛋白质提取方法进行优化实验设计，以板栗

花粉蛋白质得率为响应值（Y），料液比（A）、微波提

取时间（B）和提取温度（C）为自变量，利用 Box-
Behnken design（BBD）试验原理设计三因素三水平

响应面分析实验来优化板栗花粉蛋白质提取工艺。

如表 1所示。
 
 

表 1    响应面试验因素及水平
Table 1    Factors and levels of response surface test

水平
因素

A料液比（g/mL） B微波提取时间（min） C提取温度（℃）

−1 1:20 45 50

0 1:25 60 60

1 1:30 75 70
 

 1.3　数据处理

所有实验数据均基于三次独立重复试验，结果

以均值±标准差表示。数据处理使用 Microsoft
Excel 2021完成。响应面法通过 Design-Expert  12
软件进行分析。统计分析采用单因素方差分析

（ANOVA），并通过 Tukey检验进行多重比较，显著

性水平设定为 P<0.05。所有图表使用 Origin 2022
绘制。

 2　结果与分析

 2.1　板栗花粉蛋白结构测定

 2.1.1   SDS-PAGE凝胶电泳分析　SDS-PAGE是一

 

100 kDa
75 kDa
63 kDa

35 kDa
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17 kDa

Marker UADAP MADAP ASP

图 1    不同板栗花粉蛋白的 SDS-PAGE
Fig.1    SDS-PAGE of chestnut pollen proteins extracted

by different methods
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种基于蛋白质分子量差异，在电场作用下进行分离的

分析技术。如图 1所示，不同方法提取的板栗花粉

蛋白亚基组成方面未呈现显著差异，表明提取方法对

板栗花粉蛋白亚基结构影响较小，核心蛋白组成具有

较高稳定性[20]。这一结果与周芷夷等[21] 的研究结论

一致。板栗花粉蛋白主要由四个亚基组成，其分子量

分别约为 75、70、35和 28 kDa。其中，35 kDa和
28 kDa亚基的条带信号强度较高，表明其相对丰度

较高。这与杏仁蛋白经过不同方法处理后电泳图谱

条带没有明显变化的研究结果相一致[22]。

 2.1.2   红外光谱分析　红外光谱通过探测分子对红

外光的吸收，能够揭示物质内部化学键与官能团的信

息。图 2展示了不同方法制备的板栗花粉蛋白质的

红外光谱。结果显示，UADAP、MADAP和 ASP
三种方法提取的板栗花粉蛋白均在 3335~3248 cm−1

范围内出现一个宽而强的吸收峰，该峰属于酰胺

A带，对应于 N-H伸缩振动；其向低频移动表明该

基团与氢键发生了相互作用 [23]。在 2924 cm−1 和

2858 cm−1 处，三种蛋白均出现了 C-H基团的对称和

不对称伸缩振动峰[24]。酰胺 I带的吸收位于 1656~
1610 cm−1，该处强吸收峰主要由 C=O伸缩振动引

起。值得注意的是，MADAP蛋白在 1647 cm−1 附近

的吸收强度明显高于另外两种方法，说明该方法对蛋

白 C=O键的振动结构影响较小，可提高 β-折叠结构

的含量与规整度[25]。酰胺 II带的吸收出现在 1521~
1514 cm−1，在 UADAP和 MADAP蛋白中该峰发生

轻微偏移，主要源于 N-H弯曲振动与 C-N伸缩振

动 [26]。此外，在 1400~1200 cm−1 范围内的酰胺 III
带出现复杂吸收，与 C-N伸缩振动和 N-H弯曲振动

相关[27]。总体而言，这些特征吸收峰表明不同提取方

法并未显著改变板栗花粉蛋白的二级结构组成。

 2.1.3   热稳定性分析　热稳定性分析是用于研究及

评估材料在受热条件下保持其物理与化学性质稳定

性的关键技术。图 3展示了经三种方法提取的板栗

花粉蛋白样品的 TG与 DTG曲线。热解过程显示，

所有样品均呈现三个明显的失重阶段。第一阶段中，

UADAP、MADAP和 ASP蛋白的最大失重速率温

度分别为 67.62、71.97和 73.73 ℃，相应失重率依次

为 12.86%、8.28%和 6.55%。该阶段失重主要归因

于自由水、结合水及挥发性物质的蒸发，使蛋白质结

构开始变得不稳定[28]。第二阶段为板栗花粉蛋白主

要热分解阶段，失重率分别为 39.98%（UADAP）、
36.12%（MADAP）、50.54%（ASP）。该阶段质量损

失源于蛋白质肽键的迅速脱水及 C=O、C-N、C-O等

化学键的断裂，表明蛋白质等大分子化合物发生热解

反应[29]。当温度升至 800 ℃ 时，三种蛋白的残余

质量分别为 41.59%（UADAP）、52.55%（MADAP）、
36.39%（ASP）。ASP蛋白的残余质量显著较低，可

能归因于其在燃烧过程中形成多孔半焦结构，增大

了比表面积，促进了氧气扩散与燃烧反应 [30]；而

UADAP与 MADAP蛋白的残余质量较为接近，表

明二者热稳定性较为相似。第三阶段失重不明显，可

归属为难分解碳质残留物的缓慢氧化。综上所述，可

以判断出三种方法提取的板栗花粉蛋白的热稳定性

顺序为：MADAP>UADAP>ASP。

 2.1.4   紫外光谱测定分析　蛋白质紫外吸收光谱中

的变化与其微环境的改变密切相关，所以常用紫外吸

收光谱变化来表征蛋白质的构象变化。不同方法制

备的板栗花粉蛋白质的紫外吸收光谱如图 4所示，

在 220 nm和 280 nm附近存在显著的紫外吸收峰，

这通常是蛋白质中酪氨酸（Tyr）、苯丙氨酸（Phe）和
色氨酸（Trp）等芳香族氨基酸的特征吸收区域

（200~400 nm）[31]。值得注意的是，MADAP蛋白表
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图 2    不同板栗花粉蛋白红外光谱图

Fig.2    FTIR spectra of various chestnut pollen proteins
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图 3    不同板栗花粉蛋白的 TGA热重分析图

Fig.3    TGA thermogravimetric analysis chart of different chestnut pollen proteins
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现出增强的紫外吸收强度，这可能与微波辅助提取过

程促进了更多色氨酸和酪氨酸等发色团氨基酸的暴

露有关，从而引起蛋白质含量或二级螺旋结构发生变

化[32]。卢笑雨[33] 的研究中也出现类似结果。

 
 

2.0

1.5

1.0

0.5

0

200 300 400 500 600 700 800
波长 (nm)

吸
光

度
 (A

bs
)

UADAP
MADAP
ASP

图 4    不同板栗花粉蛋白的紫外谱图
Fig.4    Ultraviolet spectra of different chestnut pollen proteins

 

 2.1.5   扫描电镜　扫描电镜可以显示蛋白质的微观

结构和表面形貌。图 5为不同蛋白样品在 500×和

2000×下的电镜图。UADAP蛋白在低倍镜（图 5a）

下呈现块状且边缘锋利，团聚程度较低，而在高倍镜

（图 5d）下则显示出粗糙、大小不均的颗粒状结构，这

主要归因于超声辅助提取过程中“空化效应”和“机

械剪切”对蛋白质分子的直接作用，可能导致肽链

断裂或解聚[34]。与之相比，MADAP蛋白在低倍镜

（图 5b）下呈片状结构，高倍镜（图 5e）下其表面附有

絮状物质，形成层状褶皱，纹理明显并具有多孔结构，

这可能与微波辅助提取主要通过热效应传递能量，

导致局部温度不均进而引发蛋白质构象改变和重排

有关[35]。而 ASP蛋白（图 5c、图 5f）表现为蓬松的

絮状或片状集合体，结构更为分散，片体间孔隙明显，

这种形貌通常是由于盐析过程中电荷屏蔽效应减弱

以及疏水作用增强，导致蛋白质过度聚集形成多孔絮

凝结构[36]。

 2.2　板栗花粉蛋白活性测定分析

 2.2.1   DPPH自由基清除能力分析　DPPH作为一

种稳定的有机氮自由基，当抗氧化剂提供电子或氢原

子时，DPPH自由基被还原，导致溶液颜色褪去，其褪

色程度评估抗氧化化合物清除自由基的能力[37]。不

同提取方法对板栗花粉蛋白清除 DPPH自由基能力

的影响如图 6（a）所示。在 0.5~4.0 mg/mL的质量浓

度范围内，三种板栗花粉蛋白的 DPPH自由基清除

率均与质量浓度呈正相关。MADAP蛋白的清除效

果优于 UADAP和 ASP蛋白；UADAP蛋白的清除

率变化趋势介于 MADAP蛋白与 ASP蛋白之间；

ASP蛋白的清除率最低，整体清除能力相对最弱。

当质量浓度升高至为 4.0 mg/mL时，清除率提高到

92.67%±0.49%（UADAP）、93.94%±0.90%（MADAP）
和 90.44%±0.90%（ASP），但均弱于 VC，三种板栗花

粉蛋白在较低浓度下即表现出良好的 DPPH自由基

清除能力，其中 MADAP蛋白的清除效果最优，

UADAP次之，ASP相对最弱。可能的原因是微波处

理降低了板栗花粉蛋白的聚集度，暴露出更多的与自

由基作用的基团[38]。Yang等[39] 研究表明，微波处理

可促进蛋白质结构展开，生成具有良好生物活性的水

解产物，本研究的结果与之相一致。

 2.2.2   羟基自由基（·OH）清除能力的测定分析　羟

自由基（·OH）是活性氧中最活泼且毒性最强的自由

基，被认为是导致生物体氧化损伤的主要因素之一，

因此其清除能力是评估抗氧化活性的重要指标[40]。

图 6（b）显示各蛋白样品的羟基自由基（·OH）清除

能力均表现为质量浓度依赖性。当质量浓度达到
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图 5    不同板栗花粉蛋白的扫描电镜图

Fig.5    Scanning electron microscope (SEM) images
of different chestnut pollen proteins
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图 6    不同板栗花粉蛋白的 DPPH自由基清除能力（a）、羟基自由基清除能力（b）和 ABTS+自由基清除能力（c）
Fig.6    DPPH free radical scavenging capacity (a), hydroxyl radical (·OH) scavenging capacity (b), and

ABTS+ radical scavenging capacity (c) of different chestnut pollen proteins
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4.0 mg/mL时，MADAP蛋白的清除率急剧升高，而

UADAP与 ASP蛋白的清除率增幅则相对趋缓。在

质量浓度升至 16.0 mg/mL 时，各样品清除率的增长

均趋于稳定，其中 MADAP蛋白的清除率最高，达

到 92.14%±1.27%。三者羟基自由基清除能力的

IC50 分别为 4.8、6.99、7.47 mg/mL，清除能力排序

为 MADAP>UADAP>ASP，表明 MADAP提取的蛋

白清除能力更强。推测原因是蛋白氨基酸残基中的

羧基等活性基团通过螯合亚铁离子阻断 Fenton反

应，进而抑制羟基自由基生成[41]，这与 Ruan等[42] 关

于银杏蛋白经超声预处理后羟基自由基清除能力显

著增强的研究结论一致。

 2.2.3   ABTS+自由基清除能力检测　ABTS+自由基

清除法可直观表征样品总抗氧化能力，该法通过蛋白

还原 ABTS阳离子自由基引发体系褪色，以 405 nm
吸光度变化量化自由基清除效率，能够综合反映板栗

花粉蛋白内还原性氨基酸、活性多肽等组分清除自

由基、抵御氧化损伤的协同作用[43]。不同提取方法

对 ABTS+自由基清除能力的影响如图 6（c）所示。

当质量浓度为 1.0  mg/mL时，UADAP与 MADAP
蛋白的总抗氧化能力相近，分别为 38.55%±1.44%、

38.03%±1.45%。MADAP蛋白的总抗氧化能力随质

量浓度的增加呈现稳定上升趋势，在 0.5~3.0 mg/
mL范围内增幅较为均匀，此后增长速率减缓并逐渐

趋于平稳，其抗氧化性能优于 UADAP和 ASP蛋

白，但显著低于 VC。UADAP蛋白的总抗氧化能力

随质量浓度升高而逐步增强，在各相应浓度下均恒定

介于 MADAP与 ASP蛋白之间。ASP蛋白的总抗

氧化能力虽同样随质量浓度上升而增强，但提升幅度

相对最低，在 4.0 mg/mL时达到 67.24%±1.45%，其

抗氧化能力为三者中最弱。UADAP、MADAP和

ASP蛋白总抗氧化能力的 IC50 分别为 1.57、1.72和

2.18 mg/mL，三种板栗花粉蛋白对羟基自由基清除

能力的顺序为 MADAP>UADAP>ASP。由此可知，

MADAP蛋白具有更强的总抗氧化能力，可能是因为

微波处理破坏蛋白质分子内的二硫键，巯基增多，使

蛋白结构舒展，暴露出更多抗氧化活性巯基、酚羟基

集团[44]。

 2.2.4   对 α-葡萄糖苷酶抑制活性的测定分析　研究

表明，α-葡萄糖苷酶通过水解复合碳水化合物，导致

餐后血糖水平升高[45]，当其被抑制时可达到控制血糖

的目的。图 7（a）显示，三种板栗花粉蛋白均具有较

好的 α-葡萄糖苷酶抑制能力，且抑制活性随蛋白质

量浓度升高而增强。在 1.0 mg/mL后，UADAP与

MADAP蛋白的抑制率随浓度变化的趋势较为接近，

MADAP蛋白在各浓度下的抑制率略高于 UADAP
蛋白；两者抑制率均明显优于 ASP蛋白，但均低于阿

卡波糖。ASP蛋白抑制率整体最低，增长趋势较为

平缓；即使在最高浓度（3.0 mg/mL）下，其抑制效果

仍显著弱于其他样品。三种蛋白的抑制 α-葡萄糖苷

酶的 IC50 均小于 0.5  mg/mL，表现出较强抑制活

性。MADAP蛋白的抑制能力更突出，推测原因是微

波热效应可优化传质效率，促使蛋白快速吸收能量并

高频振动，通过局部高温释放更多活性蛋白，进而提

升抑制活性[46]，这与 Hayta等[47]米糠蛋白经微波处

理后 α-葡萄糖苷酶抑制活性增强的研究结论一致。

 2.2.5   对 α-淀粉酶抑制活性的测定分析　糖尿病的

血糖控制策略中，碳水化合物消化酶抑制剂，尤其是

α-淀粉酶抑制剂，能够有效减缓淀粉水解为葡萄糖

并进入血液的速度，从而有助于控制餐后血糖[48]。如

图 7（b）所示，三种板栗花粉蛋白均表现出较好的 α-
淀粉酶抑制能力，且与质量浓度呈正相关。MADAP
蛋白起始（0.5 mg/mL）抑制率与 UADAP、ASP蛋白

相近；在质量浓度 1.5~2.0 mg/mL区间，与 UADAP
蛋白的抑制率曲线出现交点（交点前两者抑制率接近，

交点后 MADAP蛋白抑制率超过 UADAP蛋白）；在

2.0 mg/mL后，MADAP蛋白抑制率上升速率平缓，

最终抑制率为 71.09%±1.23%，效果优于 UADAP、
ASP蛋白，但弱于阿卡波糖。ASP蛋白随质量浓度

增加上升幅度最小，各浓度下抑制率均低于 UADAP
和 MADAP蛋白，整体抑制效果最弱。UADAP、
MADAP和 ASP蛋白的 α-淀粉酶抑制活性的

IC50 分别为 1.25、1.28和 1.63 mg/mL，三种板栗花

粉蛋白对 α-淀粉酶抑制能力的顺序为 UADAP>
MADAP>ASP。由此可知，UADAP与 MADAP蛋

白具有更强的 α-淀粉酶抑制能力，可能是因为提取
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图 7    不同板栗花粉蛋白的 α-葡萄糖苷酶抑制率（a）和 α-淀粉酶抑制率（b）
Fig.7    α-Glucosidase inhibitory rate (a) and α-amylase inhibitory rate (b) of different chestnut pollen proteins
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液经过微波加热后，微波辅助加热法会使得水分子得

到大量热量，温度迅速上升，水分子振动加速，从而增

加了与蛋白质分子接触的几率，可将更多的蛋白质分

子从板栗花粉中提取出来[49]。

 2.3　板栗花粉蛋白提取工艺优化

鉴于 MADAP提取的板栗花粉蛋白在多项关键

活性指标中表现优异，本研究选定其作为板栗花粉蛋

白的优选提取方法，并在此基础上开展单因素实验及

工艺优化。

 2.3.1   单因素实验结果

 2.3.1.1   料液比对得率的影响　如图 8（a）所示，随着

料液比的增加，蛋白质得率逐渐上升。当料液比为

1:25 g/mL时，得率达到最大值。当料液比进一步增

大时，得率反而呈下降趋势。这可能是因为在较低料

液比条件下，溶液黏度较大，限制了蛋白质分子的有

效扩散，从而导致提取率偏低。随着料液比的逐步增

大，浓度梯度增大，促进了蛋白质的溶出和扩散，得率

随之提高[50]。然而，当料液比超过 1:25 g/mL后，蛋

白质的溶出可能趋于饱和，浓度梯度优势减弱，甚至

可能因过度稀释导致提取效率下降。因此，最佳料液

比为 1:25 g/mL。

 2.3.1.2   微波提取时间对得率的影响　微波提取时

间对板栗花粉蛋白质得率的影响如图 8（b）所示。结

果表明，当微波处理时间超过 60 min时，板栗花粉蛋

白质的得率开始下降。这主要是由于长时间的微波

作用导致体系温度持续升高，蛋白质分子在高温和微

波辐射的协同作用下，其内部的肽键等化学键易发生

过度水解，从而生成小分子肽段或游离氨基酸，导致

无法以完整蛋白质形式被有效提取[51]。此外，长时间

的微波热处理还可能引起蛋白质发生不可逆变性，暴

露其内部疏水基团，促使蛋白质分子间发生疏水聚集

形成沉淀复合物，进而降低了蛋白质在溶剂中的溶解

度和得率[52]。

 2.3.1.3   提取温度对得率的影响　从图 8（c）可以看

出，在一定的温度范围内，提取温度的升高有利于提

高板栗花粉蛋白得率。当提取温度达到 60 ℃ 时，蛋

白质的得率达到最大值。这主要是由于温度升高促

进了蛋白质分子与水分子之间的相互作用，从而增强

了蛋白质的溶解度和溶出效率。然而，过高的温度

（如超过 60 ℃）可能导致蛋白质发生不可逆变性[53]，

使其功能活性丧失，进而影响提取效率。因此，综合

考虑得率与蛋白质稳定性，本研究选择 50、60和

70 ℃ 作为进一步探究的最佳提取温度范围。

 2.3.2   响应面试验设计及结果　在单因素实验结果

的基础上，使用 Design Epert-12软件中 Box-Behn-

ken design进行响应面分析，优化蛋白质得率条件。

在单因素实验结果的基础上，选取料液比（A）、微波

提取时间（B）、提取温度（C）作为考察因素，以蛋白质

得率作为响应值，进行 3因素 3水平响应面试验优

化设计，结果如表 2所示。
 
 

表 2    MADAP提取的板栗花粉蛋白质的 Box-Behnken试验
设计和结果

Table 2    Box-Behnken experimental design and results
of chestnut pollen proteinextracted by MADAP

实验号
A：料液比
（g/mL）

B：微波提取时间
（min）

C：提取温度
（℃）

Y：蛋白质得率
（%）

1 1:20 45 60 17.73±0.56

2 1:30 45 60 15.47±0.78

3 1:20 75 60 16.20±1.02

4 1:30 75 60 15.03±0.81

5 1:20 60 50 22.20±0.85

6 1:30 60 50 23.54±0.50

7 1:20 60 70 21.30±0.21

8 1:30 60 70 21.98±0.33

9 1:25 45 50 15.73±0.91

10 1:25 75 50 16.40±0.58

11 1:25 45 70 14.29±0.43

12 1:25 75 70 15.68±0.88

13 1:25 60 60 26.70±1.13

14 1:25 60 60 26.80±0.68

15 1:25 60 60 27.90±0.71

16 1:25 60 60 27.29±0.61

17 1:25 60 60 26.37±0.44
 

 2.3.3   回归方程建立 对试验结果进行分析和多元

线性拟合，得到拟合方程：　Y=27.01−0.1763A+

0.0112B−0.5775C+0.2725AB−0.1650AC+0.1800BC−

2.09A2−8.82B2−2.67C2

其中，Y为板栗花粉蛋白质得率（%），A、B和

C为自变量的编码值。
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图 8    不同单因素对板栗花粉蛋白质得率的影响

Fig.8    Effects of different single factors on the yield of chestnut pollen protein
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表 3为该模型的方差分析，该模型的显著性水

平 P<0.0001，表明该回归模型拟合极显著；决定系

数 R2=0.9825，调整决定系数 R2
Adj=0.9601，失拟项

P=0.0684>0.05不显著，表明该方程可靠性较高，模

型拟合程度较好，可以运用该模型进行预测和分析板

栗花粉蛋白提取工艺优化结果。从各系数项 P 值可

以看出，模拟方程中的 A2 和 C2 对板栗花粉蛋白质

的得率有高度显著（P<0.01）的影响，B2 对板栗花粉

蛋白质得率有极其显著（P<0.001）的影响。根据

F 值大小，判断出各因素对板栗花粉蛋白质得率的影

响程度排序为：提取温度（C）>料液比（A）>微波提取

时间（B）。

 2.3.4   各因素交互作用　根据回归方程分析结果，利

用 Design-Expert 12软件进行拟合，绘制响应面曲面

图（图 9），以直观分析料液比（A）、微波提取时间（B）
和提取温度（C）两两交互作用对蛋白质得率的影

响。响应面坡面的陡峭程度及等高线的疏密、形状

可反映出交互作用对响应值的强弱影响，响应面坡度

陡峭，等高线密集且趋于椭圆形表明两因素交互作用

对响应值的影响显著；反之，响应面坡度平缓，等高线

稀疏且趋于圆形则表明影响较弱[54]。由图 9可知，

料液比与微波提取时间的响应曲面坡度陡峭，表明

AB二者交互作用对板栗花粉蛋白得率影响相对明

显；微波提取时间与提取温度的响应曲面较料液比

与提取温度的响应面更为陡峭，表明 BC交互作用对

板栗花粉蛋白得率影响较大。该结果与表 3中分析

结果一致。
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图 9    用MADAP法提取的板栗花粉蛋白质双因素交互的响应面图

Fig.9    Response surface plot of two-factor interaction of chestnut pollen protein extracted by the MADAP method
 

 2.3.5   板栗花粉蛋白提取条件优化　通过回归模拟

得到 MADAP蛋白的最佳工艺条件为浸提料液比

为 1:24.813 g/mL，微波提取时间 59.988 min，提取

温度 58.934 ℃，预测蛋白质得率为 27.01%。考虑实

际操作的可行性，将优化后的工艺条件调整为：料液

比 1:25 g/mL，微波提取时间 60 min，提取温度 60

℃，得率为 26.41%±0.30%，该值与预测值（27.01%）

非常接近，相对误差仅为 0.59%。这一结果充分验证

了响应面模型预测的准确性和优化工艺条件的可行

性与稳定性。

 3　结论
本研究采用 UADAP、MADAP、ASP三种方法

制备板栗花粉蛋白，系统比较了其结构和活性差异。

结果表明板栗花粉蛋白亚基组成稳定，但在二级结

构、热稳定性和微观形态上存在显著差异。MADAP

提取的蛋白结构更加稳定，聚集度更低，并表现出更

优异的活性。三种板栗花粉蛋白抗氧化活性和降血

糖活性均与质量浓度呈正相关，板栗花粉蛋白的

DPPH自由基清除能力、羟基自由基清除能力和

ABTS+自由基清除能力的顺序均为 ：MADAP>

UADAP>ASP；三种板栗花粉蛋白可有效抑制 α-葡

萄糖苷酶与 α-淀粉酶活性，MADAP 对 α-葡萄糖苷

酶抑制能力最优，UADAP 对 α-淀粉酶抑制效果更

佳。进一步工艺优化确定了料液比 1:25 g/mL、提取

时间 60 min、提取温度 60 ℃ 为最优条件，验证实验

重复 3 次，得到的蛋白得率达 26.41%±0.30%。本研

究系统地比较了不同制备方法对板栗花粉蛋白结构

及活性的影响，为板栗花粉蛋白在食品体系中的应用

及开发提供了理论基础，具有一定的实践指导价值。

然而，蛋白质功能提升的分子机制尚未完全阐明，其

 

表 3    回归模型方差分析

Table 3    Variance analysis of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 403.72 9 44.86 43.77 <0.0001 ***
A 0.2485 1 0.2485 0.2425 0.6375
B 0.0010 1 0.0010 0.0010 0.9758
C 2.67 1 2.67 2.60 0.1507
AB 0.2970 1 0.2970 0.2898 0.6070
AC 0.1089 1 0.1089 0.1063 0.7540
BC 0.1296 1 0.1296 0.1264 0.7326
A2 18.34 1 18.34 17.90 0.0039 **
B2 327.34 1 327.34 319.38 <0.0001 ***
C2 30.01 1 30.01 29.28 0.0010 **

残差 7.17 7 1.02
失拟 5.75 3 1.92 5.40 0.0684 不显著

误差 1.42 4 0.3551
总和 410.90 16

R2=0.9825，R2
Adj=0.9601

注：**表示差异高度显著（P<0.01）；***表示差异极其显著（P<0.001）。
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在复杂食品体系中的稳定性和生物利用度仍需进一

步研究。未来工作应结合分子模拟、细胞实验和动

物模型，深入探讨结构变化与功能活性的内在联系，

并在工艺参数优化和应用验证方面持续推进，为板栗

花粉蛋白的产业化开发提供更坚实的科学依据。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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